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Rizóbios são bactérias fixadoras de nitrogênio utilizadas com sucesso como inoculante 
microbiano para diminuir a utilização de fertilizantes nitrogenados no cultivo do feijoeiro 
(Phaseolus vulgaris L.) e outras leguminosas. Sclerotium rolfsii (sin. Athelia rolfsii) é um 
fungo onipresente que causa perdas severas em culturas importantes, inclusive em 
espécies de Phaseolus. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a coleção de Rhizobium 
SEMIA para identificar o primeiro agente rizobial para o biocontrole da doença 
promovida por S. rolfsii no feijoeiro. Duplas culturas foram primeiramente realizadas 
para identificar propriedades de biocontrole entre as estirpes. Entre as 151 estirpes 
SEMIA testadas, 33 (~22%) mostraram atividade antagonista, sendo 16 delas capazes de 
% do crescimento micelial. As estirpes antagonistas produziram de 1,2 a 36,5 
-1 de ácido indol-acético (IAA), um fitohormônio mais conhecido por promover o 
crescimento de plantas do que por inibir diretamente patógenos. Contudo, obteve-se um 
r=0,447 (p=0,011) entre a produção de IAA das estirpes antagonistas e a capacidade de 
inibição do micélio. As estirpes SEMIA 436, 4077, 4088 e 460 foram produtoras de 
sideróforos, e a atividade antagonista de SEMIA 4088 pode ser, em parte, relacionada a 
isso. Além de compostos antimicrobianos difusíveis no meio de cultura, SEMIA 460 
também inibiu 45% do crescimento micelial através da produção de compostos voláteis. 
A análise do 16S rRNA possibilitou a identificação das estirpes SEMIA 456, 4026, 436, 
439, 4032, 460, 4085, 4080, 4077 e 4088 como Rhizobium spp. Considerando o alto grau 
de conservação do 16S rRNA dentro do gênero Rhizobium, as linhagens SEMIA 436 e 
439 apresentaram similaridades menores que 98,65% com o banco de dados, 
possivelmente representando um novo táxon. Apesar de terem sido isoladas de nódulos 
de feijão, as estirpes SEMIA 436, 439, 456, 4026 e 4032 foram alocadas em um ramo 
filogenético com estirpes de Rhizobium tumorigênicas (agrobacteria). Finalmente, para 
testar a eficiência de biocontrole das estirpes antagonistas selecionadas, plantas de feijão 
foram individualmente inoculadas e cultivadas em vasos com solo infectado com S. 
rolfsii. Para os parâmetros i) porcentagem de doença e ii) massas secas da parte área os 
tratamentos com SEMIA 4032, 4077, 4088, 4080, 4085 ou 439 não apresentaram 
diferenças estatisticamente significativas quando comparadas com o controle (plantas de 
feijão cultivadas em solo não infectado), demonstrando a grande potencialidade destas 
estirpes no controle biológico de S. rolfsii mediante inoculação de sementes de feijão.
Abstract 
Rhizobia are nitrogen-fixing bacteria successfully used as microbial inoculant attempting 
to diminish synthetic nitrogen fertilizers inputs on the common bean (Phaseolus vulgaris 
L.) and others legume crops. Sclerotium rolfsii (syn. Athelia rolfsii) is a ubiquitous fungus 
that causes several losses on important crops, including Phaseolus species. In this way, 
the aim of this study was to evaluate SEMIA Rhizobium Culture Collection to identify 
the first rhizobial biocontrol agent for the S. rolfsii-promoted disease on the common 
bean. Dual cultures were first performed to screening strains for biocontrol proprieties. 
Among of the 151 SEMIA strains, 33 (~22%) of them showed antagonistic activity on 
dual cultures % of mycelial growth. Antagonistic 
-1 of indole-acetic acid (IAA), a phytohormone best 
known to promote plant growth than to direct inhibit plant pathogens. However, a r=0.447 
(p=0.011) was obtained between antagonistic strains IAA production and mycelium 
inhibition ability. Strains SEMIA 436, 4077, 4088 and 460 were siderophore producers, 
and SEMIA 4088 antagonistic activity can be related to this. Besides antimicrobial 
diffusible compounds, SEMIA 460 inhibited 45% of mycelial growth through volatiles 
compounds production. Analysis of 16S rRNA identified strains SEMIA 456, 4026, 436, 
439, 4032, 460, 4085, 4080, 4077 and 4088 as Rhizobium spp. Considering the high 
degree of 16S rRNA conservation in Rhizobium genus. SEMIA 436 and 439 were found 
to represent new taxa for presenting gene similarities less than 98.65% with the database. 
Despite being isolated from nodules, SEMIA 436, 439, 456, 4026 and 4032 were placed 
in a phylogenetic branch with tumorigenic Rhizobium (agrobacteria). Finally, to evaluate 
biocontrol efficiency of the selected antagonists strains, common bean plants were 
individually inoculated and grown in pots with S. rolfsii infected soil. For the parameters 
i) disease percentage and ii) shoot dry masses, treatments with SEMIA 4032, 4077, 4088, 
4080, 4085 and 439 were not found with statistically significant differences from the 
control (plants grown on uninfected soil), demonstrating the great potentiality of these 
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A cultura do feijão no Brasil e o uso de fertilizantes nitrogenados  
O feijão (Phaseolus vulgaris L.) é a mais importante leguminosa produzida 
mundialmente para uso direto na alimentação humana. De acordo com os últimos dados 
da Organização das Nações Unidas para Alimentação e Agricultura (FAO), em 2014, o 
Brasil figurou como maior produtor de feijões secos (Phaseolus spp.), seguido pela 
China, Índia, México, Myanmar e Estados Unidos. Segundo estimativas da Companhia 
Nacional de Abastecimento (Conab), a produção brasileira relativa à safra total de feijão 
em 2017/2018 deve flutuar entre 3.304 e 3.345 mil toneladas. A Região Sul do país deve 
ser responsável pela maior produção, com pouco mais de 950 mil toneladas colhidas. 
Entretanto, a distribuição desta produção não deve ser homogênea, sendo o Paraná 
responsável por cerca de 75% da safra.  
Com exceção da Argentina, no Brasil e outros países latino-americanos grande 
parte do cultivo de feijão acontece em pequenas propriedades, em solo com alta 
declividade, quase sem aporte tecnológico. Essas características de cultivo levam a baixa 
produtividade em consequência de perdas causadas por fatores climáticos e doenças 
(Broughton et al. 2003). Apesar disto, existe uma tendência à modernização dos sistemas 
de produção agrícola. A exemplo, aproximadamente 10 mil hectares de feijão já estão 
sendo cultivados sob modelo de irrigação no Rio Grande do Sul (Bevilaqua et al. 2013). 
Essa é uma quantidade expressiva, uma vez que a área plantada nesse estado em 2017, 
por exemplo, foi aproximadamente 42 mil hectares, segundo a Empresa de Assistência 
Técnica e Extensão Rural do Estado do Rio Grande do Sul (Emater/RS).  
Conforme ocorre a inserção de tecnologias no âmbito agrícola, espera-se que 
cresçam os números relativos à produção, concomitantemente com aqueles que revelam 
o aprisionamento da economia brasileira à importação de insumos. Segundo dados da 
International Fertilizer Association (IFA, em português, Associação Internacional de 
Fertilizantes), em 2012, aproximadamente 84% dos fertilizantes nitrogenados 
consumidos no Brasil foram importados. Isso certamente causa um impacto econômico 
contraproducente. Adicionalmente, também existem implicações ambientais no uso de 
fertilizantes nitrogenados. Aproximadamente 70% do fertilizante aplicado nos solos se 
perde através de emissões gasosas, escoamento, erosão e lixiviação, causando 
eutrofização de ambientes aquáticos e perda de qualidade do solo (Bhattacharjee et al. 
2008). 
 
Rizóbios para a promoção de crescimento no feijoeiro 
Diante do cenário até aqui descrito, é sensato considerar que a modernização de 
culturas alimentares básicas como o feijão, de forma sustentável e independente do 
mercado importador de insumos, é questão estratégica para a economia brasileira. Para 
atender essa demanda é possível explorar tecnologias de inoculação em plantas com 
micro-organismos benéficos. 
O feijoeiro é capaz de estabelecer associação com bactérias conhecidas como 
rizóbios (Djordjevic et al. 1987). Esta associação muitas vezes resulta no fornecimento 
de nitrogênio para a planta, que se dá através do processo de fixação biológica de 
nitrogênio (FBN) que ocorre em nódulos na raiz. A FBN ocorre quando moléculas de 
nitrogênio presentes na atmosfera (N2) sofrem a 
e são convertidas em amônia (NH3), sendo estas moléculas, então, capazes de serem 
bioassimiladas em aminoácidos ou outros compostos nitrogenados. A disponibilidade de 
nitrogênio é considerada o fator mais limitante para o desenvolvimento das plantas. No 
Brasil, a dose média de nitrogênio aplicado é insuficiente de forma crítica para o feijão e 
outras culturas alimentares básicas, fazendo então com que estas não atinjam seu 
potencial de produtividade (Lopes et al. 2007). Todavia, a simbiose, que resulta no 
processo de FBN, é capaz de suprir se não toda, parte da necessidade da aplicação destes 
fertilizantes.  
 Os rizóbios estão dentro do grupo de bactérias conhecidas como rizobactérias 
promotoras do crescimento vegetal (PGPB, do inglês, plant growth-promoting bacteria). 
Além do fornecimento de nitrogênio, as PGPB podem apresentar uma série de outros 
mecanismos que promovem o crescimento de plantas (Ahemad e Kibret 2014).  É comum 
a divisão destes mecanismos em diretos e indiretos. A ação direta se daria pelo 
fornecimento de nutrientes, como o nitrogênio, ferro, fósforo e da modulação dos níveis 
de hormônios vegetais. A ação indireta estaria relacionada com a habilidade de controle 
de patógenos de plantas. Ambos tipos de ação serão brevemente descritos abaixo. 
O ferro (Fe) é um nutriente essencial que se encontra no solo de forma 
relativamente insolúvel. Sideróforos são moléculas orgânicas de baixo peso molecular 
(400 a 1000 Da) capazes de quelar e transportar átomos de Fe para dentro das células 
bacterianas (Neilands 1995). A FBN acontece mediada por um complexo enzimático 
dependentes de Fe, a nitrogenase. Devido a isso, a produção de sideróforos pode ser uma 
estratégia para obtenção de ferro importante para as PGPB capazes de realizar FBN 
(Wichard et al. 2009). Além disso, outro possível efeito positivo dos sideróforos é a 
complexação de alumínio, diminuindo assim a toxicidade deste para as plantas (Roy e 
Chakrabartty 2000). A produção de sideróforos também pode estar relacionada à ação 
indireta, através da indisponibilização de Fe para o crescimento de fitopatógenos (Solano 
et al. 2008). 
O fósforo (P) é outro nutriente que constitui um importante fator limitante do 
crescimento de plantas. Sendo o P altamente reativo com elementos como alumínio, Fe e 
cálcio, menos que 5% do total deste contido no solo está disponível para assimilação pelos 
vegetais (Dobbelaere et al. 2003). Algumas PGPB promovem um melhor aproveitamento 
do P existente no solo por ter habilidade de externar ácidos orgânicos, fosfatases e fitases 
que facilitam processos de mineralização e conversão das formas insolúveis em solúveis 
(Chen et al. 2006; López-López et al. 2010). 
A produção de auxinas, uma classe de hormônios estimuladores de crescimento 
em plantas, é outro mecanismo que parece ser consideravelmente comum em PGPB, 
principalmente rizóbios (Boiero et al. 2007; Vargas et al. 2009). A principal auxina 
encontrada nas plantas é o ácido indol-3-acético (IAA, do inglês indole-3-acetic acid). A 
exposição ao IAA produzido por rizóbios pode afetar a planta de diversas maneiras 
(Spaepen et al. 2007). Um cenário positivo é a promoção de mudanças morfológicas no 
sistema radicular, como o aumento da densidade e comprimento dos pêlos radiculares, 
gerando maior captação de nutrientes do solo. 
 
Rizóbios para o biocontrole Sclerotium rolfsii no feijoeiro 
Os rizóbios, além da ação direta na promoção de crescimento vegetal, também 
apresentam evidências de exercerem controle de efeitos inibitórios de patógenos de 
plantas. A utilização de organismos vivos para a supressão de patógenos é conhecida 
podridões radiculares causadas por fungos, como Fusarium solani (Dar et al. 1997), F. 
oxysporum, Rhizoctonia solani (de Jensen et al. 2002), Phytium sp. (Huang e Erickson 
2007) e Verticillium sp. (Vargas et al. 2009). Este processo de supressão é muitas vezes 
resultado da expressão de diferentes mecanismos de ação, como a síntese de compostos 
antimicrobianos, como antibióticos (Robleto et al. 1998) e ácido cianídrico (Chandra et 
al. 2007); a competição por nutrientes, mediada pela produção de sideróforos; e a 
-1,3-glucanases, proteases (Compant et al. 
2005) e quitinases (Kacem et al. 2009) atuantes sobre a parede celular do patógeno. 
Também podem atuar na detoxificação de moléculas responsáveis pela virulência do 
patógeno, como o ácido oxálico (Nagarajkumar et al., 2005) e enzimas que provocam a 
degradação de tecidos. 
Evidentemente, o biocontrole é relevante para diminuição do uso de agrotóxicos. 
Isso tem importância no panorama brasileiro, uma vez que, desde 2008, o país ocupa o 
lugar de maior consumidor de agrotóxicos do mundo. Enquanto nos últimos dez anos, o 
mercado mundial de agrotóxicos cresceu 93%, no Brasil esse crescimento foi de 190%, 
sendo os fungicidas correspondentes a 14%, segundo dados da Anvisa (Agência Nacional 
de Vigilância Sanitária) e Observatório da Indústria dos Agrotóxicos da Universidade 
Federal do Paraná disponibilizados no dossiê da Associação Brasileira de Saúde Coletiva 
(Carneiro et al. 2015).  
O biocontrole de fungos se torna muito interessante para a cultura do feijão, uma 
vez que o feijoeiro é suscetível a várias moléstias causadas por estes. Tratando-se de 
doenças causadas por fungos, no feijão, podem ocorrer perdas de até 50% de produção 
na lavoura, sendo a podridão-do-colo uma das principais doenças que ocorrem na Região 
Sul do Brasil, segundo informações da Comissão Técnica Sul-Brasileira de Feijão (2012). 
Seu agente causal é o fungo necrotrófico Sclerotium rolfsii (sinônimo de Athelia rolfsii). 
Este fungo ocorre principalmente em regiões tropicais e subtropicais, principalmente em 
solos arenosos e pouco ácidos. O fungo fixa-se à superfície da planta em contato com o 
solo, e produz ácido oxálico fitotóxico e enzimas pectolíticas que colaboram para matar 
células (Punja et al. 1985). S. rolfsii penetra na epiderme das raízes, invadindo inter e 
intracelularmente o parênquima radicular causando extensiva degradação dos tecidos 
rapidamente produzindo uma zona apodrecida que geralmente circunda a haste ou raíz. 
Se a parte mais baixa da haste ou superior da raíz principal é circundada, o hospedeiro 
murcha repentinamente e morre (Bianchini e Maringoni 1997). 
Este fungo é de difícil controle, entre outras razões, devido à sua disseminação 
por insumos e equipamentos agrícolas; a alta habilidade de sobrevivência no solo e o fato 
de infectar mais de 500 espécies de plantas (Iquebal et al. 2017; Punja e Grogan 1981). 
Existem poucos relatos na literatura a respeito do emprego de biocontrole para a podridão-
do-colo do feijoeiro. Os relatos encontrados até a presente data estão dispostos na Tabela 
1. Não foram encontrados relatos sobre o uso eficiente de rizóbios para o tratamento desta 
doença no feijoeiro até o momento. Entretanto, existem publicações sobre o emprego de 







































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































   
   












































































































































































































































































































































   






























































































































































   
   













































































































































































   
   
























































































































































Reexplorando a coleção SEMIA de isolados do feijoeiro 
Atualmente não existe legislação definindo as características de inoculantes 
microbianos nos Estados Unidos ou nos países da União Europeia (Malusá and Vassilev 
2014). No Brasil, entretanto, desde 1975 existem regulamentações para o uso de inoculantes 
compostos exclusivamente de estirpes de bactérias que são recomendadas por instituições
de pesquisa pública brasileiras. Para reforçar as recomendações, em 1985, foi criada a 
RELARE (Rede de Laboratórios para a Recomendação de Estirpes de Rhizobium). Essa rede 
tinha o objetivo de identificar as estirpes de rizóbios mais efetivas para a fixação de 
nitrogênio para cada espécie de legume. Após, estabeleceu-se a Rhizobium 
Culture Collection World 
Data Center on Microorganisms). Essa coleção visa a manutenção e distribuição para a 
indústria de inoculantes das estirpes reconhecidas como mais eficientes, mas também 
contém centenas de outras estirpes que não obtiveram status de recomendação por falta de 
eficiência na fixação de nitrogênio. A Coleção SEMIA ficou a cargo do Laboratório de 
Microbiologia Agrícola pertencente à extinta Fundação Estadual de Pesquisa Agropecuária
do Rio Grande do Sul. Recentemente a coleção foi designada para ser mantida pela a 
Secretaria da Agricultura, Pecuária e Irrigação do Estado do Rio Grande do Sul.   
Atualmente, as estirpes de Rhizobium spp. SEMIA 4077, SEMIA 4080 e SEMIA 
4088 são as únicas aprovadas (Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, 
instrução normativa n. 13 de 24/03/2011) para a inoculação do feijoeiro, considerando 
exclusivamente a característica de disponibilização de nitrogênio. A respeito da eficácia 
destas bactérias, Pelegrin et al. (2009) e Soares et al. (2006) avaliaram a resposta da 
inoculação da estirpe SEMIA 4077 e obtiveram rendimentos equivalentes à aplicação de 
cerca de 80 kg ha-1 e 70 kg ha-1 de nitrogênio, respectivamente, o que propiciaria uma 
redução em cerca da metade da necessidade de utilização de fertilizantes nitrogenados.
Evidentemente, as estirpes SEMIA 4077, SEMIA 4080 e SEMIA 4088 estão 
armazenadas na coleção SEMIA. Todavia, a coleção também possui outras mais de 150 
estirpes que foram previamente isoladas de nódulos do feijoeiro. Este trabalho se propõe re-
explorar essas bactérias, desta vez visando a formulação de inoculantes capazes de exercer 




Avaliar estirpes de bactérias isoladas de nódulos de feijoeiro pertencentes à coleção 
SEMIA quanto à sua capacidade de inibir o desenvolvimento de Sclerotium rolfsii in vitro.
Além disso, determinar possíveis mecanismos de ação envolvidos no processo de 
antagonismo. Por fim, testar a inoculação de estirpes selecionadas visando o biocontrole da 
murcha-do-colo do feijoeiro. 
 
Objetivos específicos  
 Dentre 151 estirpes que compõe a coleção SEMIA de isolados do feijoeiro, avaliar a 
presença de característica de inibição do crescimento micelial de S. rolfsii in vitro 
empregando duplas-culturas; 
 Dentre as estirpes antagonistas detectadas, avaliar a produção de compostos indólicos
(IAA), produção de sideróforos e enzimas extracelulares (proteases e celulases); 
 
 Selecionar estirpes conforme os dados obtidos nos itens anteriores para i) determinar a 
taxonomia, através do sequenciamento do 16S rRNA, ii) avaliar a produção de compostos 
voláteis com capacidade de inibição do micélio de S. rolfsii, e iii) inocular sementes de 
feijão visando aferir a capacidade de proteção da doença causada por S. rolfsii em 









































Rhizobium strains as plant growth-promoting rhizobacteria and biological control 
agents against Sclerotium (Athelia) rolfsii on the common bean. 
Artigo a ser enviado para submissão na revista Applied Microbiology and Biotechnology.
Considerações finais  
Retomando os objetivos iniciais deste trabalho, primeiramente se buscava encontrar 
capacidade de inibição do micélio de S. rolfsii explorando as 151 estirpes bacterianas que 
compõe a coleção SEMIA de isolados do feijoeiro. Os resultados de dupla-cultura 
demonstraram que, de fato, existiam estirpes altamente eficientes para o antagonismo dentro 
da coleção. Especificamente, cerca de 22% das estirpes SEMIA testadas foram capazes de 
inibir o micélio fúngico, sendo 16 capazes de exercer mais de 84% de inibição. 
Também se tinha como objetivo avaliar a produção de IAA, sideróforos, proteases e 
celulases para as possíveis estirpes antagonistas detectadas. Os resultados revelaram que a 
produção de IAA está presente em concentrações variáveis entre as estirpes. Além disso, 
também foi observado que a produção de IAA está correlacionada (r=0.447, p=0.011) com 
a habilidade de antagonismo. A produção de proteases foi detectada em apenas três estirpes 
(SEMIA 4026, 4031, 4079), enquanto a de sideróforos foi detectada em quarto estirpes 
(SEMIA 436, 4077, 4088 e 460). Ainda mais, foi demonstrado que para SEMIA 4088 a 
produção de sideróforos está em parte relacionada com a capacidade inibidora do micélio 
fúngico. A produção de celulases não foi detectada. 
Subsequentemente, se buscava selecionar algumas estirpes dentre as possíveis 
antagonistas obtidas para se determinar a taxonomia e capacidade de produção de compostos 
voláteis inibidores. O sequenciamento do 16S rRNA demonstrou que todas as estirpes 
avaliadas pertenciam ao gênero Rhizobium. A análise do 16S rRNA das estirpes selecionadas 
também trouxe informações além das esperadas pelo objetivo pré-estabelecido, sendo essas: 
i) a existência de possíveis novas espécies ainda não descritas dentro da coleção SEMIA, e 
ii) um grupo de estirpes encontradas no mesmo clado de Rhizobium tumorigênicos, 
levantando questionamentos interessantes sobre transferência horizontal de genes relativos 
a simbiose. A liberação de compostos voláteis foi também comprovada como um mecanismo 
de inibição, mais especificamente para SEMIA 4077, 4088 e 460. 
O objetivo final do trabalho era demonstrar a capacidade de proteção da doença 
promovida por S. rolfsii em plantas de feijão inoculadas com as possíveis estirpes 
antagonistas detectadas, considerando condições de vaso em solo infectado. Os testes de 
biocontrole em plantas foram realizados e mostraram as estirpes antagonistas de Rhizobium
spp. SEMIA 4032, 4077, 4088, 4080, 4085 e 439 como agentes eficazes para o controle da
doença. Mais especificamente, para os parâmetros de i) porcentagem de doença e ii) massas 
secas da parte área, os tratamentos com as estirpes citadas, em solo infectado com o
patógeno, não apresentaram diferenças estatisticamente significativas de plantas de feijão 
cultivadas em solo livre de infecção. 
 
Perspectivas  
Questões levantadas diante dos resultados encontrados nesse trabalho ainda serão 
investigadas em profundidade. Em resumo, no momento, está instalado teste a campo na 
Unidade de Viamão da Secretaria da Agricultura, Pecuária e Irrigação. Ainda, visando 
explorar clusters de biossíntese de compostos secundários, os genomas das estirpes SEMIA 
4032, 4088, 4085 e 439 estão sendo sequenciados utilizando as facilidades do Departamento 
de Bioquímica da Universidade Federal do Paraná. Importantemente, em parceria com a 
Secretaria de Desenvolvimento Tecnológico da UFRGS, um relatório de invenção está sendo 
redigido, a fim de dar início à avaliação da pertinência do pedido de depósito de uma patente 
Rhizobium spp. selecionadas 
 
Além das questões acima, outras também serão exploradas. Com mais destaque, 
testes estão sendo delimitados para avaliar a influência da presença das estirpes 
biocontroladoras encontradas na germinação de sementes de feijão e avaliar a elicitação de 
resposta imune em feijoeiro. Também será a avaliada a capacidade de degradação de ácido 
oxálico das estirpes com capacidade de biocontrole. 
Também serão delimitadas análises diante da possibilidade de descrição de SEMIA 
436 e 439 como novas espécies. Além da possibilidade de explorar a presença de genes 
relacionados à nodulação e fixação biológica de nitrogênio. No momento, testes 
confirmatórios de nodulação estão instalados para estas e as outras estirpes que estavam 
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